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SYNOPSIS 
     The mutant virus Mu-3 was isolated from srr7 virus (srr7), which is a neuropathogenic strain of the 
mouse hepatitis virus (MHV) JHMV, and is cloned as a soluble receptor resistant mutant from the highly 
neuropathogenic JHMV strain cl-2 virus (cl-2). The monocytes infiltrated in the meninges after infection 
with neuropathogenic murine coronavirus strain are an initial target of the infection. Mu-3-infection 
caused marked apoptotic lesions in the hippocampal region, especially in the CA2 and CA3 subregions, 
in the brains of all mice infected. Most of the apoptotic cells were uninfected. Furthermore, the 
distribution of viral antigens in hippocampal region was not correlated to the distribution of apoptotic 
lesion. These data indicate that apoptosis observed in Mu-3 infection could be induced by the bystander 
effects of infection in addition to direct effects of the infected cells occurring in a cell-autonomous manner. 
Bystander involvement of the hippocampal pyramidal neurons mediated by proinflammatory cytokines 
has been suggested after viral infection as well as hippocampal damage caused by hypoxic state or toxic 
substances. However, the mechanism remains uncertain. The expression patterns of proinflammatory 
cytokines was not correlated to the distribution of subregional lesion in the hippocampus. However, the 
expression of Interleukin-10 (IL-10), an anti-inflammatory cytokine, was correlated to the distribution of 
subregional lesion in the hippocampus. These data indicate that IL-10 could be a candidate of the 
mediator to induce apoptosis in the hippocampal neurons during bystander processes. 
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1. 緒言 
マウス肝炎ウイルス（Mouse hepatitis virus :  
MHV）はエンベロープを有するプラス鎖の一本鎖
RNA ウイルスで、スパイク (S) タンパクをウイル
ス粒子の表面に持つ、コロナウイルスに属するウイ
ルスである。S タンパクは、レセプターへの結合部
位を含む S1 サブユニット、エンベロープと細胞膜
の融合に関与する S2 サブユニットからなる。MHV
の 主 要 な レ セ プ タ ー は 、 carcinoembryonic 
antigen-related cell adhesion molecule 1 
(CEACAM1) である。CEACAM1 は、様々な組織
と細胞で発現している。しかしながら、中枢神経系
では、CEACAM1 はミクログリアにのみ発現してい
る。 
 神経系組織への親和性が高い JHM 株の一つであ
る cl-2 株は、急性の脳脊髄炎を引き起こし、感染後
短期間でマウスを死に至らしめる。また、cl-2 は、
CEACAM1 が発現していない神経細胞にも感染す
る。cl-2 株由来の変異株である soluble receptor 
resistant 7 (srr7) は、CEACAM1 が発現している
細胞にのみ感染し、cl-2 に比べ病原性が低い。近年、
我々は srr7 を 10 年以上継代するなかで、いくつか
の変異株を分離した (1)。分離された変異株の一つ
である Mu-3 は、マウスに接種後、5 日以内に海馬
内の特定領域 (CA2、CA3 領域) の神経細胞の脱落
を誘導した。 
 海馬に生じる神経細胞の脱落は、アルツハイマー
病、脳虚血、エイズ脳症などの疾患で認められる現
象である。この現象の誘導機構の解明のため、様々
な実験モデルを用いた研究が行われてきた (2)。こ
れまでのところ、海馬で神経細胞死が誘導されるこ
とには、間接的な要因 (Bystander Effect) が関与し
ていることが状況証拠から推定されている。間接的
に神経細胞死を引き起こす仲介役の物質として注目
されているのが、炎症性サイトカインである。 
 糖鎖がウイルス感染や免疫に影響を与えることが
種々のノックアウトマウスを用いて報告されている。
α1,3 フコース転移酵素の一つであるα1,3 フコシル
トランスフェラーゼ 9 (Fut9) は、糖脂質あるいは糖
タンパク上の受容体糖鎖に対してα1,3 結合でフコ
ー ス を 転 移 し 、 Lewis X (Lex: galactose 
[Gal]β1-4[Fucose {Fuc} α1-3]N-acetylglucosamine 
[GlcNAc]) 構造を合成する酵素である (3)。近年、
我々は、LeX を発現しない Fut9 ノックアウト 
(Fut9-/-) マウスを用いた研究で、srr7 感染による病
変形成は Bystander Effect によって誘導され、さら
に、この Bystander Effect に LeX構造が関与してい
ることを報告した (4)。また、LeXは DC-SIGN など
のレクチンレセプターを介して、サイトカイン産生
に重要な役割を果たしていることが報告されている 
(5) 。 
 本研究では、Mu-3 感染実験モデルを用いて、海
馬の神経細胞が脱落する直前における、間接的な要
因の時間的・空間的な分布を明らかにすることを目
的とした。 
 
2. 材料と方法 
2-1 ウイルス株と細胞 
 ウイルスは cl-2、srr7、Mu-3 の 3 株を使用した。
Mu-3 は、srr7 に対して、S タンパクの S1 サブユニ
ットの 596 番目のアミノ酸に Ans→Lys の変異が確
認されている。ウイルスの継代、タイトレーション
アッセイには DBT 細胞を用いた。 
 
2-2 ウイルス感染と臓器摘出 
 6-7 週齢の Specific Pathogen Free（SPF）BALB/c
マウスと Fut9-/- BALB/c マウスの右前頭葉に cl-2、
srr7、Mu-3 のいずれかのウイルスを 1 x 102 plaque 
forming unit (PFU) / 50μl 接種した。凍結切片作製、
または、タイトレーションアッセイのために、感染
後経時的に、エーテル麻酔下で脳と肝臓を摘出し
-80℃で凍結保存した。一部は、4%パラフホルムア
ルデヒドで固定しパラフィン切片を作製した。 
 
2-3 免疫組織化学 
 凍結切片とパラフィン切片を用いて、ヘマトキシ
リン・エオジン (HE) 染色、または、免疫染色を行
った。また、パラフィン切片を用いて、Terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 
nick-end labeling (TUNEL) 染色を行い、アポトー
シスを検出した (4)。 
 
2-4 海馬領域におけるサイトカインの定量 
 感染後経時的に海馬領域を摘出し、-80℃で凍結保
存した。その後、Radio-Immunoprecipitation Assay 
Buffer で凍結組織からタンパク質を抽出し、
Luminex アッセイを用いてサイトカインを定量し
た。 
 
3. 結果および考察 
3-1 Mu-3 感染後に誘導される海馬領域での病変 
 Mu-3 感染後の脳で見られる病理像は、srr7 感染
で見られる病理像と cl-2感染で見られる病理像が混
合したものであった。srr7 感染脳と同様に、Mu-3
感染 3 日後の脳組織において、顕著な壊死性病変は
見られなかった。また、海馬領域において、アポト
ーシス・ネクローシス・顕著な細胞浸潤は見られな
かった。また、感染 3 日後では、ウイルス抗原は srr7
感染と同様に白質で見られるとともに、cl-2 感染と
同様に灰白質の神経細胞でも確認された。感染後 5
日後になると全個体で、海馬の CA2、CA3 領域の神
経細胞層で神経細胞の脱落が顕著になり、同領域で
多数のウイルス抗原も見られるようになった。また、
神経細胞以外の細胞、特に CD11b 陽性細胞もウイ
ルスの感染が見られた。 
 cl-2 感染では、感染 3 日後において、灰白質で顕
著な壊死性病変が見られた。さらに、感染個体の 10
〜20%で海馬の CA1 領域で顕著な神経細胞の脱落
が見られた。 
 
3-2 ウイルス抗原とアポトーシス陽性細胞の分布 
 TUNEL 法染色と免疫染色の結果、Mu-3 感染で
は、海馬の CA2・CA3 領域の神経細胞層で多数のア
ポトーシスが誘導されることがわかった。一方、cl-2
感染では、CA1 領域の神経細胞層で多数のアポトー
シスが誘導されることがわかった。また、海馬領域
で誘導されるアポトーシスは、神経細胞の他に、
CD11b 陽性細胞でも誘導されていた。さらに、海馬
の神経細胞層内でアポトーシスを起こしている細胞
の多くはウイルスに感染していなかった。このこと
から、海馬領域で誘導されるアポトーシスは
Bystander Effect による可能性が考えられた。 
 cl-2 感染に比べ、Mu-3 感染では、CA3 領域の神
経細胞層でアポトーシスを起こしている細胞が多い
にも関わらず、神経細胞層でのウイルス抗原陽性細
胞数には cl-2 感染と Mu-3 感染で有意差は見られな
かった。しかし、神経細胞層の外側の領域（上昇層）
では Mu-3 感染でウイルス抗原陽性細胞数が多く有
意差が見られた。また、Mu-3 感染に比べ、cl-2 感
染では CA1 領域の上昇層でウイルス抗原陽性細胞
数が多く有意差が見られた。このことから、海馬の
神経細胞層で誘導されるアポトーシスは上昇層での
感染が重要である可能性が示唆された。さらに、
Mu-3 と cl-2 では脳実質内への侵入経路に違いがあ
る可能性が示唆された。 
 
3-3 海馬領域での炎症性サイトカイン発現量 
 間接的に神経細胞死を引き起こす仲介役の物質と
して考えられているのが、炎症性サイトカインであ
る。そこで、アポトーシスが誘導される直前の Mu-3
感染 3 日後に、海馬領域で炎症性サイトカインの発
現を検索した結果、検索した全てのサイトカインの
発現が確認できた。しかし、Mu-3 感染 3 日後にお
ける炎症性サイトカインの発現量は、非感染とメデ
ィウム接種 3 日後のものと比較して差は見られなか
った (図 1)。 
 
 
 図１ 海馬領域での炎症性サイトカイン発現量 
Mu-3 感染 3 日後における、炎症性サイトカインの
定量を行った。ウイルス希釈時に使用するメディウ
ム(Med)を接種したものをコントロールとした。 
 
3-4 海馬領域でのサイトカイン発現分布 
 海馬領域におけるサイトカイン発現量を定量する
だけでは、局所での発現分布はわからない。そこで、
海馬の各領域でのサイトカイン発現分布を検索する
ために、免疫染色を行った。その結果、炎症性サイ
トカインの発現分布は、病変の分布とは一致しなか
った。しかし、抗炎症性サイトカインの一種である、
IL-10 は CA2、CA3 領域で発現が認められ、Mu-3
感染で誘導される病変の分布と一致した (図 2)。こ
のことから、間接的に神経細胞死を引き起こす仲介
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役の物質の候補として、IL-10 が考えられた。 
 
 
 
 
 
 図２ Mu-3 感染 3 日後における IL-10 の発現分布 
海馬領域の切片を、抗 IL-10 抗体を用いて蛍光染色
を行った。Alexa Fluor 568 (赤)を用いて可視化した。 
スケールバー：50μm。 
 
3-5 Fut9-/-マウスにおける海馬領域の病変形成 
 Bystander Effect による病変形成に LeX構造が関
与している (4) ことから、LeXを発現しない Fut9-/-
マウスはウイルス感染後に誘導される海馬領域の病
変が、野生型とは異なる可能性が考えられた。そこ
で、Fut9-/-マウス Mu-3 を感染させ、野生型マウス
の海馬領域で誘導される病変と比較した。感染 5 日
後の野生型マウスでは CA2 から CA3 にかけて神経
細胞の顕著な脱落が見られるが、Fut9-/-マウスでは、
CA3 領域で神経細胞の脱落がほとんど見られなか
った (図 3)。MHV 感染後の野生型マウスは免疫反
応の著明な抑制が生じているが、Fut9-/-マウスでは
この MHV 感染後の免疫抑制から免れている(4)。こ
のことから、Fut9-/-マウスでは、感染後 IL-10 の産
生が抑制され、これが原因で CA3 領域で神経細胞の
脱落がほとんど起こらないと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
     図３ Mu-3 感染 5 日後の CA3 領域 
パラフィン切片を用いて HE 染色をおこなった。左
側の写真が野生型で、右側の写真が Fut9-/-マウスで
ある。 
 
4. 結論 
 海馬領域における、アポトーシス陽性細胞とウイ
ルス抗原陽性細胞の分布から、ウイルス感染後に誘
導されるアポトーシスは、Bystander Effect による
も可能性が考えられた。また、ウイルス感染後に海
馬領域で炎症性・抗炎症性サイトカインの発現が確
認できたが、病変部位と発現分布が一致していたの
は抗炎症性サイトカインである IL-10 であった。こ
のことより、IL-10 がアポトーシス誘導に関与して
いる可能性が示唆された。 
 野生型マウスと Fut9-/-マウスではウイルス感染
後に誘導される海馬領域の病変に違いが見られた。
このことから、LeX がレクチンレセプターなどを介
して (5) ウイルス感染後の免疫抑制に関与して、高
病原性ウイルスの生体内感染拡大に寄与している可
能性が考えられた。 
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